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HALT- could exist. Therefore, lyrnphoc)rtes of rat lymph nodes, Peyerk patches, 
EdALTfWlkiE and thoracic duct were isolated, radilolabelled with 51Cr, and ~ e x t  irrfused into 
recipient rats in order to monitor their migratoy potential in vivo. FAC5 analjcjis had 
quantitated that NALTiWRE contained, as found for other mucosa associated lymphoid 
orgms, a preponderance of & over T cells, aind in this respect Iyrnphocyde migration patterns 
for MALTiWW. were expected to resemble those for Peyer's patches. It appeared that 
lymphocytes of NALTNRE homed well into all lymphoid orgmw (e.g. WALT/WW, lymph 
nodes, Peyar's patches and spleen). In contrast to lymphocytes fiom lymph nodes, 
NAC'T/WRE lymphocytes homed relatively well into the liver and in this respect were most 
resembliag Uymphocyles from Peyets patches. The T cell migration !?om N A L T N l G  differs. 
however, from that of Peyer's patches in showing larger migration rate to NALTSWE and 
peripheral (e.g. cervical) lymph nodes. Thus in terns of migratoq behaviour, NALTiWRE 
turned out to be rather unique: in sharing 011 one hand characteristics with peripheral node 
lymphoicytes and on the other bald with nnucosa associated (Peyer's patch) lymphocytes. 
These observations could be explained in a variety of fashions including a possible difference 
in composition in the population of NPILTJWFtE lymphocytes, or a difference in HEY 
characteristics of NALTfWRE. 
In ci/ic~p(er 5 this issue has been addressed by studying in vifro the adherence of lymphocytes 
to HEY in frozen tissue sections of WALTJWRE and other lymphoid orgms. Lymphocyte- 
populations used for adherence studies were analysed for present subsets using FACS 
analysis. The populations were then allowed to bind to HEV in frozen tissue sections, md 
subsequently the Bymphocytes bound to HEY were sub-typcd by i~mnunofluorescence 
staining or1 the sections. The data showed that lymphocyte adherence to the NEV in 
NALTIWRE is equal to binding to HEQ in jyrnph node, and superior to binding to Peyer's 
parch HEQ. T ce&ls adhere better than B cells to HEV in NAETIWRE, in spite of the fact that 
NALTIWRE contains more B cells than T cells. Also for CD8 cells it was fouad that they 
bound better than GD4 cells, whereas in situ many more CD4 than CD8 cells are found in 
NALT/WRE. Thus the phenotypic lymphocyte subset profile of MALTIWRE does not reflect 
WEV bindin~g. The T-B cell binding ratio observed for I-IEV in NALTjWRE is unique since in 
other lymphoid organs Illis hinding reflected in situ composition. For CD4ICDI binding the 
noticed discrepancy with in situ distribution of CD4 and CD& cells in NhLTrWIRE was also 
found, although less distinct, for the other lymphoid orgms. The observation that T cells bind 
better to NALT/WlXE HEV than B cells, possibly regulated by specific adhesion molecules on 
the HEV, suggests a prevalence of T cell immigration. It may in addition indicate a signifi- 
cant sole OFT cells and in particular of CD8 cells in the immune funclaion of NAL,TSWRE. 
Summary 
En this thesis the devehoprrzent of an experimental rat n~odel for studying the irnmunalsgical 
role of oro-nasophqngeal lymphoid tissue was described. No distinct pharyngeal lymphoid 
tissue (equivalent to the tonsils of man) was found in the rat, but 8s described in chapter I,  a 
typical rod-shaped lymphoid organ, was observed bilaterally in the wall of the posterior part 
of the nose. These two parachoanic (nasal) lymphoid organs were, since no other distinct 
lymphoid tissues were detected in nasopharynx, considered Uie rat Waldeyerk sing equivalent 
( W E ) ,  of man, and now are designated nasal associated lymphoid tissue WALT). The 
experimental data obtained in this rat NALT/WRIE model were presented in the chapters 2 to 
5 of this thesis. 
In ch~p te r  2 the systemic and topographic anatomy of these organs were described, as well as 
the surgical approach to get access to NALT/WRE for short tern in vivo experiments and for 
extirpation of the organs in lolo. It was s h o w  that the blood supply originated froin the 
internal carotid artery and that the lymphatics drained directly into the deep cervical lymph 
nodes. Light microscopy showed NALTSWRE to be lined by respiratory epithelial cells . This 
was confirmed by electron microscopic studies, that revealed characteristic "pits'yn the 
epithelial surface, which were identified as fields of distinct so-called A4 cells. These M cells 
are held to be responsible for uptake of particulate antigen from the respiratory lumen. Studies 
with the extirpated organs showed that NALT/WRE grows renatively rapidly is seize and 
weight during the first 8 weeks of life, peaking at 11 weeks. Then, with sexual maturity i t  
declines in seize weight bur not to the extent of complete involution or atrophy. 
In order to demonstrate that NALTiWRE Is indeed mucosa associated lymphoid tissue, in 
chapter3 immunohistochemical studies were carried out to identify lymphoid md non- 
lymphoid cell types. It was s h o w  that in NALTIWW the T m ~ d  B cells were compartimenta- 
lised in distinct areas. As in other rnucosa associated lynnplaoid tissues, the B cell areas were 
located directly underneath the mucosal epithelium and had a preponderance over the T cell 
areas which were located at the abllami~~al side in the interCollicular meas. These T cell areas 
consisted of CD4, CDl a d  MHC class I1 positive dendritic cells, m d  in audldilion contained 
specialized high eendothelia& venules (HEV). The I3 cell areas contained follicles with gernunal 
centers in which Folllcular dendritic cells and scattered CCO4 T cells were observed. 
NALTIWKE also contained plasma cells, notably of the EgA type, located at the ablmintrl 
side of the organ. Thus, as studied so f'ar by imm~nocytochernistry.~ the WALTSWRE; can be 
considered a typical rnucosa associated lymphoid organ. 
In chopfer 4 the question was addressed whether NALTIWM functionally differs or resem- 
bles other rnucosa associated lymphoid organs such as the Peyer's patches of the small bowel, 
and if it potentially may influence the systemic immune reponse. The approach chosen was to 
study the mugratoy behaviour of lymphocytes from NALTEWaE to other lymphoid organs 
and v~ce  verso. En NALTIWRE the presence of HEY was demonstrated and, since others have 
shown that HEV in lymphoid organs express organ-specific adhesion molecules for lympho- 
cytes, it was speculated that organ-specific migration patterns of lymphocyltes from and to 

In dit proefschibi: wordt de ontwikkeling vm een experimenteel (rot) nicadel ter bestudering vaal 
de immologisohe rol van oro-naso$ymged l p f o i d  weehel beschreven. In de rat werd geen 
pharyngeaal i m o ï d  weefsel (equivalent aan de humane tonsil) gevonden, maar zoals beschaven 
in hoofAruk J werd een stíwfkomlg lyrnfoyd o r g m  bikateraal aan de wand, posterieur in de 
neus geobserveerd. Aangezien geen ander georganiseerd 1ym;Foïd weefsel in de nasophqm weid 
gevonden worden deze twee parachomde (neus] Ipfoïde organen, Ibeschouwd als het Waldeyen 
ring equivalent (WW) vara de mem en warden in de literatuur iIliuischrevan als neus geassocieerd 
lymfaïd weefsel @ALT). De experimentele data, verkregen uit dit N A L T W E  onderzoek, 
worden in de hoofdstukken 2 tot en met 5 van dit proefschrift beschreve~~. 
In hoofdstuk 2 wordt zowel de anatomie van deze organen beschreven d s  ook de chinrsgische 
benadering. Met deze chirurgische benadering wordt 'toegang verkregen tot het NALTJWKE woor 
zowel kortdurende in vivo experimenten als voor het verwijderen van de organen in foto. De 
bloedvoorziening van het NkI,TI;EWftE heeft zijn origine in de arteria cmotis intema. De 
&oerende lymfevaten b ine ren  direct in de diepe cervicale lymfeklierien. Licht microscopie liet 
zien dat het MALT WRE bekleed was met respiratoire epitheliale cellen. Dit werd bevestigd door 
elektronen-microsctaipische studie. Deze sîudie liet karahteristiekir "pitts"' in het epitheliale 
oppervlak zien, welke geïdentificeerd werden als de zo genoemde M cellen. Deze M cellen 
worden verantwoordelijk gehouden woor de opname v a  antigeen partikels vanuit het respirairolre 
lumen. Studie naia het NALTNRE laat zien dat deze organen relatief snel groeien in afmeting 
en gewicht gedurende de eerste acht levensweken en hun piek bereiken bij l l weken. Bij 
volledige sexuele rijpheid van het dier neemt het NALTRV'RE in omvang en gewicht af, nrwr niet 
zodanig dat van involutie of atrofie gesproken kan worden. 
Om aian te tonen dat NALTPNRE inderdaad mucosa geassocieerd iyrnfaïd weefsel is, werden in 
koofd~ruk 3 immunohistochemische studies uitgevoerd om LymfoYde en niet lymfoïde celtypen 
te identificeren. Er werd aarsgetoond dat in het NALT / W W  de T en B cellcn 
gecompaztimentdisserd zijn in verschillende gebieden. Net zaals bij ander rnuicosa geassocieerd 
IymfoYofd weefsel. zijn bij het WALTSWRE de BI cel gebieden direet onder het mucosale epitheel 
gelegen en zijn zij groter in aantal dm de T cel gebieden, welke gelegen zijn a~ui de niet iutmen 
zijde intedolliculiaire gebieden. Deze T cel gebieden bevatten CD4, CD8 en MI-IC elasse I1 
positieve dendritische cellen. Daarnaast bevatten zij nag gespecialiseerde hoge endotlieliale 
venwlen (HEV). De B cel gebieden bevatten follikels met kiemcentra waarin folliculaire 
diendritisclhe cellen en verspreid liggende CD4 T cellen werden geobserveerd. IHet WALT/WRE 
bevatte ook plasma cellen met n m e  het IgA type. Deze waren gelokaliseerd aan de niet Zurnen 
zijde van het orgaan. Deze immunohisbeschemisChae studie laat zien dat het N A L V W  
beschouwd kan worden als een rnucosa geassocieerd orgaan. 
In hoofdssuk 4 werd de vraag gesteld of het NALTiWW functioneel verschilt ofjuist lijkt op 
andere rnucosa geassocieerde organen zoals de plaques van Peyer uit de dumc d a m ,  en of hei 
NALTJWE invloed heeft op de systemische immuun respons. Om dit te onderzoeken hebben 
we gebruiik gemaakt van migratie stilsfies van lyrnghacyten afkomstig uit her NALTPXIIkLE: naar 
ander lyrnfoïde organen en vlse versa. In het NAL*FI 'W was de aanwezigheid v m  HEV 
amgetocrnd. Andmelien hebben arwigetoond dat HEV in Ip fo ïde  orgarren orgaan specifieke adhesie 
rnole~ulen voor I p p h o c w n  tot expressie brengen. Gespeculeerd werd dat er o r g m  spmifieke 
mlgrdtie patmllen vm Byrnphocyten van en m het NALT&RE zouden kunnen bes tm.  In dat 
kader werden Ilyanphocyten uit IymfekAieren, plaques van Pyer,  MALTNRE en ductus ~ o m c ï c w  
vm de rat geïs;oleerd. Deze werden radioactief gehbeld met 5 1 Gr en vervolgens ingespoten in 
acceptor ratten om zo hun migratie potentiaaal te monitoren. FACS analyse kwantificeerde in hel 
NALT/lmRLE meer B &I T cellen. Dit is in overeenstemming me% data van FACC analyse: bij de 
andere rnucosa geassocieerde ly~nfoïde orgmemi. Dit wekt de verwachting dat hei lymphocyt 
migratie patroon van het MALTIWE lijkt op die van de plaques van Peyer. Het bleek dat 
lyn~phocflen a&arnst?g uit het NALTIWRE goed naar lyrnfoïde organen hornen (zoals 
NA1,1'/WRB, liyrnfeklieren, plaques Peyer en milt). In tegei~stelling tot lyrnphocyten 
afiomstiig uil lymfeidieren liornen lymphacyten afkomstig uit hei NALTI"Wm relatieff goed naar 
de lever en lijken hiermee her meest op lymphocyten afkomstig uit de plaques van Peyer. De 
inigraitle van T cellen afkamtstig uit het NALTiWEZE vers~hilt daarentegen van die van T cellen 
afkomstig uilt plaques van Peyer. T cellen afkomstig uit hel NALTSWE vertonen een hogere 
n~atc vain migratic naar het NALTl'WRE en perifere (b.v. cervicale) lymfekliercn. Met betrekking 
tot liet migratie patroon lijkt het NALTSWRE uniek te zijn; het heeft enerz.zijcis karakteristieken 
passend bij lymnphocytez.i afkomstig uit perifere lymfeklieren en anderzijds karakteristieken 
passend bij lyrnphocyten afkomstig uil rnucosa geassocieerde @.v. plaques v a n  Peyer) lymfoïde 
argaren. Dcze observaties kunnen verklaard worden door een verscheideheid aan mogelijkheden 
zoals een, magelijk verschil in samenstelling van de populatie van de NkLTSWlrRE lymphocgen, 
o f  een verscltil in HEV eigenschappen van het NALTl'WRE 
In haofdstzrlr 5 wordt de binding van lymphocyten door studies van ij7 vitro binding van 
lynaphocyten aan IIEV's in vriescoupes van het NALT!WrWE en andere lymfoïde organen 
beschreven. Lyiinphocyten populaties, welke gebruikt werden voor binding studies, werden 
geanalyseerd op aanwezige lyrnphocpeni subsets door middel van FACS analyse. De populatie 
lyiil~plrocyten werd vcrvcplgens gebonden aan de HEV's van de lyn~foide organen. De gebonden 
lyirnphocytcn vierden gesubtypeerd doos immuniefluairescer~tie kleuring op de coupes. De data 
laten zien dat lyrnphocyten binding aan de I-PEV iii het NALVW= gelijk is aan lynnphocyten 
hiiie8ing aan lHEV in lyrnfeklierein, maar dat deze beier is d m  binding m HEQ v m  de plaques 
vair Peyer.Ondanks dat her NAL'FNRE meer 13 cellen d m  T cellen bevat, liechnen T cellen beter 
don B cellen nan HEV in bed NALTJVSS. Ook voor CDR positieve cellen werd gevonden dat 
zij beter binden dm CD4 positieve cellen, ondanks dat in situ in bet NALTWW meer CD4 d m  
CD& posilicvie cellen anriwezlg zijn. Het phenotypische lyrnphoqten profiel v:m het N A L T W  
reflecteert niet de MEV binding. De T-B cel bindings ratio van HEY in het NALTjIWRE is uniek 
ren opzichte van andere Jymfoïde organen omdat de T-B cel bindings ratio niet de iir situ 
compositie reflecteert. Met betrekking tot CD4JCD8 binding werd ook een discrepantie gezien 
tussen binding en de in situ distributie bij het NALIJWRE maas voor andere organen minder 
uitgesproken. De obsenlatie dat T cellen beter aan HEQ vm het NALT!WRE: binden dan E3 
celleil. inogelijk gereguleerd door specifieke adhesie rnoPeculen op de HEV, suggereed een 

